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Bescheinigung 

str oo j so^ 

Herr Dr. Burkhard S c h u I z in Koln/Deutschland hat eine Patentanmeldung unter der Be- 
zeichnung 

„DNA Sequenz kodierend ein FKBP ahnliches Protein, Plasmide, Bakterien, Hefen und 
Pflanzen enthaltend dieses Protein sowie Mutanten in Arabidopsis fur dieses Gen, die in 
der Auspragung der Pflanzenarchitektur, der Reaktion gegenuber Brassinosteroiden und 
ihren Verbindungen und durch Ethylen vermittelten Gravitropismus der Wurzel defekt sind" 




am 22. Februar 1999 beim Deutschen Patent- und Markenamt eingereicht. 

Das angeiieftete Stuck ist eine richtige und genaue Wiedergabe der ursprunglichen 
Unterlage dieser Patentanmeldung. 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patent- und Markenamt vorlaufig die Symbole 
C 07 H, C 12 N und A 01 M der Internationalen Patentklassifikation erhalten. 





, j» «s-, TTXTRP flhnliches Protein, Plasmide, Bakterien^ 

DNA Sequel komerendei^^^ ^ aiutanten in Arabldopsis 

leSSlJen Gravitropismui, der Wurzel defekt smd 

KSL^L^ncMuaS des tvwsted dwarf-Gens zur Mentifizierung verwandter FCTP 

^^CT Strmgenz oder duich PGR Techniken, some die Nutzung des twisted dwarf Gens 
S^er Mutoitefl als pflanzUcbes Testsystem zum Stodiu^^^ 
SsMiCb^ders ^£506 (Tacrolimus), Rapamycin. QrclosponoA mid weito« 
sSbstS^ mit Shnlicher Widaing), ihrer Widamg, sowie Prozessen der Signalvenmttlung del 
Wirkimg von Immimsuppressiva. 

Die sessile Lebenswdse von Pflanzen fordert dne hohe Aapassungsffilug^t^ die 
X^welfbedinOTHgen des Standortes. Die endogencn Wachstums- und Enwri^ungs- 

a^exogene Fatooren abg^timmt werdeiL seta Petition von 
Sre^pSSvoram, die fiir die Pflanze lebenswichtig sind. Da der Peizeptionsort meist 
^^r^^SiJ^Sterschiedeti ist. muB eine inter- und mtrazeCol&e Sigaaltransduktion 
slattfinden. Obwohl in Pflanzen und Tieren Raize iiber unterschiedlicbe Rezeptoren 
wahrgenonimen werdenund zc andersartigen Reizan^orten fittren. ^^dienen sie sidb oft 
5Ser Pdnzipiea zur Vermitaung von Signalen. G-Proteine. Cataum bzw^ Calmodulin 
SreSS^n und Proteinphosphatasen sind Hemente von Signalteansduktionskettm. die m 
S^Sxi^en voAoimeS. Der geneielle Mechanismus der Signalvemutaung ist m 

Se'^g^SSSSrvierterProteine.ute^ 

niv-h^Ani^ bekannt ist. sind die Immunophiluie (Schreibex., 199U Science 251. 283-2S7)- tJie 
^liS^&^^^^sS^rfamm ir. der^i J^eder in Bakteri«i Hefe^M^n 
^Tieren zu finden sind. Sie Sad in verschiedenen Z^Dkompartmenten lol^«t und^ 
verschiedenaitigsteii Prozessen zur Signalvermiulung beteiligL Sie wurden als mtcMeUulare 
^SS^ tonsuppressive Substanzen in SSugetiazellen idcntifi^ert CHand«dium^hei 

1984, Science 266rsW547). Die Immunophi^ 
Bindmg zu Imnnmsuppressiva in drei Klassen unterteilen: Cydoplulme, d^^yclosponnA. 

FKSOeKe^e Pioteine. die PK506 oder Rapamycin b&den und Parvuhn^^e teme 
Affinitat efeeenuber immunsupprimierendM Substanzen besitzen. CyclospormA, ni5ue una 
RapamycL sind Substanzen, die von bodenbewohnenden Piken syntlietisiert werden. Bare 
WiSme in Saugetieren ist die UnterdrQckung der Jmnaunautwort, was m der 
Transplantationsmedizin genutzt wird. um die AbstoBungsieaktton ge^en an kOTperficemdes 
Organ zu mindem. CyclosporinA und FK506 inJiibieren, weim sie an ihie Rezeptoren 
gebunden sind. die Ptiosphataseaktivitat von Calzineurin. was let«hch zu euier reduaerten T- 
Stoivierung fuhrt (C^denas et al., 1994. EMBO J. 13: 5944-5957; Kay et al.. 1983. 
Immunology 50: 441-446). Obwohl Proteine der drei Immunophilmklasse weder groBe 
Sequenzhomologien noch dreidimensionale Stnikturlihnlichkeit besitzen, katalysieren sie alls 
die gleiche enzymatische Reaktion, namlich die ds-ttans Isometisierung von 
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PrDlylpeptidylbmdungen (PPIase-Aktivitat). Diase PPIase En2ymakdvitat dar Icomunophiline 
ist in vitro nachweisbar und durch Immunsuppr^siva hemmbar (Fischer et al., 1989, Nature 
337: 476^78). Uugeklart ist inwieweit die PPIase-Aktivitat in vivo fur die Punktion von 
Iimmmophilinen von BedeiUrmg ist Eioe Chaperonaktivitat konnte den PPIasen ebenfalls 
nachgewiesen weiden, sie zeiclmen sich jedoch gegeniiber den klassischen Ch^eronen wie 
Hsp70 und GioEL durch Substratspezifitat aus ^reskgard et al.. 1992, Science 258: 466-468). 
Die FK506-bindenden Proteine (FKBPs) werden ihrer Gr6Be entspxechend eingeteilt, Es 
wurden FKBPs idwitifizi^ die nur eine PPlase-ahnliche Domane besitzen oder aber auch 
Mitglieder mrt mehrcrcn PPIa&e-ahnlichen Domanen (siehe auch Abb. 10) (Kay, 1996). 
Mehrere PPIas^-Shnfiche Domanen in einem Protein konnten durch Duplikationen einer PPIase- 
Domtoe entstanden sein (Callcbaut et al., 1992, Proc, Natl. Acad. Sci. USA 89: 6270-6274). 
Unter dem veranderten Seleklionsdruck der sekundaren PPIase-DomSnen konntwi Mutationen 
zur Entwicklung neuer Punktionen in diesen Domanen gefiihrt haben. Das kleinste FKBP in 
Eukatyonten, FKBP 12, ist ein lelativ gut untersucbtes Imnmnophilin. Es vermittelt in 
Abhangigkeit von der gebundenen imraunsuppiinjierenden Substanz unterschiedHche 
Antworten (Bram et al., 1993, MoL Cell, Biol. 13: 4760-4769; Brown et al., 1994, Nature 
369: 756-758; Liu et al., 1991, Cell 66: 807-815. Die Bindung von FK506 an PKBP12 fiihrt 
zur Korr^lexbildung mit der CaMum/Calmodulin abhSngigen Proteinphosphatase Calzineunn. 
Calzineurin ist an zaWreichen Signaltransduktionen beteiligt und seine Tnhibierung dnrch den 
FBCBP12-FK506-Komplex veimitteh u.a. die UnterdrOckung der T-Zellafctivierung. Ein 
Substrat fiir die Dephosphorylienmg durch Calzineurin ist der Transkriptionsfaktor NF-AT 
afctivierter T-Zellen. NF-AT kann nur dephosphoryliert in den Kem gelangen und dort die 
Transkription zahlreicher Gene stimulieren, die fiir die T-ZeilproUferation n6^g sind. Die 
UnterdrQckung der Immunantwort durch FK506 wind anders als von R^araycin dber die 
Inaktivieiung von Calzineurin vermittelt (Schreiber and Crabtree, 1992, Immunology Today 
13: 136-142). Im Komplex mit Rapamycin interagiert FKBP 12 ixut dem Protein mTOR 
(mammalian target of r^jamycin). Eine Domane des Proteins mTOR besitzt Sequenzhomologie 
zur katalytischen DomMne von Phosphatidylinositol-Kinascn (Sabatinl et al., 1994, Cell 78: 35- 
43). Die Antwort, die FKBP12 mit Rapamycin vermittelt fUIirt inInterleukin-2 stimulierten T- 
Zellen zur Arrestierung in der Gl-Phase des Zellzyklus . In Abwesenheit von 
immunsupprimiercnden Substanzen interagiert FI^P 12 mit Elttnenten anderer 

Signaltransduktionen, z.B- mit dem Rezeptor fiir den Transforming Growth Factor-P (TGF-p 
Rfizeptor) und moduliert seine Funktion bei der ZellzykluskontroUe (Wang et al., 1994, Science 
265: 674-676). FKBP12 ist desweiteren an der Regulation zweier intrazellularer nai7.himirqp*^Te 
beteiligt, nSrnlich des Inositol-l,4,5-triphosphatrezeptors und des Ryanodinrezeptors (Brillantes 
et al., 1994; Cameron et al„ 1995, Cell 83; 463-472). FK506 oder Rapamycin fiihite zur 
Dissoziation von FKBP12 und CaLdnevuin von den Calziumkanalkomplexen und dariiber zu 
einem erhohten Calzium-EfQux durch diese Kanale. Die Regulation der Calziumkanale durch 
FKBP12 konnte anhand von Untersuchungen einer transgenen Mausmutante, die kein 
funk tionelles FKBP12 exprimiert, bcstatigt werden (Shou et al., 1998, Nature 391: 489-492). 
FKBP12-de£t:dente MSuse starben vor oder kuiz nach der Geburt an einer 
Heizimiskelschwache, die auch bei Patienten beobachtet wurde, die mit FK506 behandelt 
wurden. Die Calzium-LeitfShigkeit der Ryanodinrezeptoren in Skelettmuskcln dieser Nfiuse 
glich der eines gereinigten Rezeptors ohne gebundenes FKBP12. FKBP59 aus SSugetieren 
wurde als essentielle Komponente von nicht an liganden gebundene Steroidiezeptorkomplexe 
id^tifiziert (Sanchez et al., 1990, Biochemistry 29: 5145-5152), In diesem 
Multiproteinkomplex sind e^ienf ails zwei Hitzeschock-Proteine, Hsp70 und Hsp90 identifiziCTt 
worden. Die Bindung von FKBP59 an den Steroidrezeptor erfolgt indirekt Uber Hsp90 (Peattie 
et al., 1992). Die Inteirakdon von FKBP59 und Hsp90 wird von einem konservierten Protein- 
t*rotein-Interaktiotismotiv, dea sogenannten Tetratricopeptid Wederholungen (TPR) vermittelt 
Das TPR-Motiv ist eine 34-Aininosauresequenz, die urspriinglich in Proteinen gefunden wurde, 
die bei der Zellzyklusregulation, der Transktiptionsregulation, dem Proteintransport nn^ an der 
Hitzeschockantwort beteiligt sind (Goebl and Yanagida, 1991, TTBS 16: 173-177). Die TPR- 
Domane des Typs HI besteht aus der dreimaligen Wiederholung des TPR-Motivs, wobei zwei 
der Wiederhohingen direkt aufeinanderfolgen. Der Abstand zum ersten TPR-Motiv ist 
konservieit und betragt 10-16 Aminosauren, Die Seq[uenzmotive bilden anqjhipatische a- 
Helices, die als Jcnob-hole" Stniktur bezeichnet wurden und eine spezifische Protein-Protein- 
Interaktion vermitteln k5nnen. Die Bindung eines Steroidhormons an den RezeptorkoitQjlex 

9. 
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eb«ifeUs exogen verabieicht wurde (Luan et al.. }^%l]^^.t;^^r^ 

wasemHinweisauf dasVorhaDd6nS6meinerFKBP12-PK506 ~ wcnfi 

Si^tSSSS in Pflanzenzellen ist, ohne da6 dn endogeoer Rezeptor fur FK506 
vorliegt, 

A^wSlpimflsSh in der Pflanzenarchitelctur und der Physiologic mamfestieit, Die 
Sft^l^^ffiiSist inaS^^aintgr6fle stark reduziert, zujnZeitpunkt dcrSeneszenz 

SreArabidorois dwarf-Mutanten duridcr griln und wrkt aufgrund dw veikurzten 
M^zSSenkompSTDas Wachstmn der Rosettenblatter zeichnet sich durch«trein 
^^^!^h^ KrOr^uQE imd oine wjregelmaBige OberflSche aus. An ausgebreiteten . 

S wSS?S?^S^nblattem. Die stark verkltete SproR^bs^deQ^ore^^^^ 

aSfWen nuTchmesser als Wldtyp-Pflanzeai, Das desonentterte Wachstum der Sproftachse giDl 

^^S^2?^>^SsisXuanaungew6hn]iches Aussehen. das a^^tTh^^'S' 

^rt^ desorientierte Wachstum d« P^^^^S^eane f t an^m 

Fruchtknoteo zu beobachten. Dieses desonentierte Wachstum sollte sich 

dor^^von Zellwanden und intrazelluiaren StOtz- und Formelemraten (z. B. Cyto^lett) 

SJ^E visndemngen konnlen Mr die Herste^^^ 

vrade^ die zur Produktion von Faserstofifon und anderen Matenahen verwcndet werden, die 
S^^eS^ Ntoerialeigenschaften haben. Die Schote ist, wie die Bltita, m 
Sti^S^iS^r^duSala die l&rigen ^ane. der BlUtens^. ist jedoch stark veikurzt. 
DieSamfi^der twisted dwarf-Mntante adgen auffSlligerweise mete die starke 
ScB^n^uzienuig der anderen Pflanzenorgane. Im Vergleich zu Wildtypsamen ist 1>« f^men 
vSSeddWMutanten sogai ein grtiBeres Volumen festzustellen. UnabhSngig von der 
^cSfflSh ausgepragten C5ri>BenrcSiktion einrelner PflaoT^ocgane i^ das V^g^f^S^ 
Sd^sorientieite W^h^ in alien PflaozenorganenemschlieBlich der Wurzel beobachtet 
X£^?tS^S.arf.Matationahrtneben''veranderungen^^^ 
vSS^ten Entwickhing der Pflanze. Dies zeigt sich in emem verlingatem Lebenszyklus 
dettw&teddwarf-MutanteimV€agleichzumWddtyp.Nachetwa6Wochenun 
SiSbeS^^n (Uchtpha^Sind. 16 Stunden) setzt die Seneszenz beim Wildtyp«ja. Der 
SSIykius der twisted dwarf Mutante ist unter Langtagbe&ngungen uin etwa eine Woche 
veriangCTt, unter Koiztagbedingungen (Lichtphase maximal 9 Stunden) smd es ca. drei 
Wochen. 

Die venninderte Gesamtgi6Be dea: twisted dwarf-Mutante ist durch eine V^kOrzung dex ZeSlea 
iSjJSS! K^ermis«S von primaien Infloiesz^nzen des WiWtyps und <tef twisted dwarf- 
Mutante. die mit einer Pinzette abgelOst und anschUeBend mit Saframn-Rot angefarbt wurden, 
zeiwn eine Veriairamg der Zelle^ aus der twisted dwarf Mutante auf ca. 33% (eigene 
unTOTOffontlichte Boobachtung). Spriihvcrsuche von auf Erde wachsenden twisted dwarf 
Mutantenn3itlCr'MdesBrassinosteroidsBrassinolidzeigtenemversta*tes 
Streckungswachstum gegeniiber KontroUexperimenten. Wurden jedoch Doppehnutant«i von 
^tS^aif und der C£npesterol-Rcduktase Det2. die eine Zwergmutante von Arabidopsis 
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tbftlt^T^i^ darstellt, die duich exogene Applikation von Brassinosteroiden zona WUdtyp 
komplementiert weixien lf»nn, mit lCr"^M Brassinolid gesprflJat, war bei diesen Pflanzen, die 
extTCTOCii Zwergwuchs aufweisen, Joednearlei Reaktion auf die Brassinolidgaben festzusteUen 
(eigcae unveioffcntlichtc Beobachtung). Dieses Eigebnis last daher deal Schluss za, daB es sicb 
bed der twisted dwarf-Mutante um eine Pflanze handelt, die an der Rezeption oder der 
Signalweit^eitung der Brassinosteroidantwort in PfLanzen b^iligt ist. Zum eincn licssen sicb 
duich Heistellung soloher Mutanten, Pflanzen mit reduzierten Wuchs als Zierpflanzen odex 
andere Nutzpflanzen gezielt hersteHen; zum andeien fconntoi solche Pflanzen als Modelle zur 
Untersuchung der Steroidhoimonwirkong verwendet werden- 

I>as desorientieErte Wacfastum der twisted dwaif-Mutante fuhrte d^ Frage, ob die Mutante in 
der Lage ist edn geriditetes, asyiiurietdsches Wachstum als Reaktion auf einen imidirektionalen 
Reiz (Tropismus) auszufuhren. Die oberirdischra Pflanzenorgane reagiMten wie der Wfldtyp 
mit positivem Phototropismus \md mit negativem Gravitropismus. Der Wurzelgravitropismus 
der Mutante twisted dwarf \md des Wildtyps wuide anhand der Anzucht von Keimlingen auf 
v^rtikal positioniexten Agarplapen verfolgu Die veitikale Umorientierung der Platten nach 7 
Tagen um 90** fiShrte zu einer Anderung dct Wachstumsrichtung deren Winkel nach weiteten 5 
Tagen gemessen wurde. T^^ti Krununungswinlcel zwiscfaen 80°- 100^ wurde als gravitiop 
definiert (Yamamoto and Yamamoto, 1998, Plant Cell Physiol. 39: 660-664). Von Keimlingen 
der Mutante twisted dwarf zeigten nur 27% der Wurzeln ein gravitropes Wachstum. Die 
restlichen 73% zeigtKi ein agravitropes Wachstums. Die Wurzeln von Wildtyp-Kehnlingen 
fOhrten alle eine Anderung der Wachstumsrichtung um ca. 90** aus, was einem positiv- 
gravitropcn Wachstum entspricht Ein agravitropes Wuizeiwachstum wiude auch in den 
Mutanten eirl (Luschnig et al., 1998, Genes Dev. 12; 2175-2187) und auxl (Maher and 
Martindale, 1980^ Biochem- Genet 18: 1041-1053) beobachtet Diese Mutanten sind exogenen 
Applikationen von Ethylen gegentiber insensitiv. Um die Bthylensensitivitat der twisted dwarf- 
Mutante zu untersxichen, wurden Keimlinge unter den gleichen Bedingongen wie ftir die 
KontroUe beschneben inkubiert, nur wurden der Luft 10 ppm Ethylen zugesetzL 2unachst 
wurde die twisted dwarf-Mutante auf ihren Phanotyp hin untersucht. Die erhdhte 
Ethylenkonzentratian verarsarfite phSnotypische VerSnderungen zu denen eine Veikflrzung der 
Wurzel, cine Zunahme des HypokoQrlumf angs und eine Verideinenmg der Blaccspreite gehoren. 
Diese Veranderungen wurden im Wildtyp und in d^ twisted dwaif-Mutante gleichermafien 
beobachtcL AuffaUig war, daB dieWurzeln von twisted dwarf-Mutanten, die unter erhOhter 
Ethylenkonzentration gewachsen waien, jdle ein gravitropes Wachstum zeigten, das dem des 
Wildtyps entsprach. Die ©:h(5bte Etiiylenkonzentration konnte jedoch keine weiteren 
Eigenschaften des twisted dwarf-Phfinotyps reverderen. Die Messung der Krummungsvidnkel 
zeigte, dafi alle Wuzzeln der twisted dwarf-Mutanten, die unter 10 ppm Ethylen angezogen 
worden waren, gravitrop wuchsen, jedoch nur 27% der unter Luft gewachsen twisted dwarf- 
Wurzela eiaea aonnalen Gravitropismus zeigten. Die Wurzeln von Wildtyp-Keimlingen 
wuchsen unter beiden Bedingungen gravitrop. Um zu iibeipnifen, ob der 
Wurzelgravitropismus der twisted dwarf-Mutante durch die Wirkung des Phytohormons 
Ethylen korrigiert wurde, wurde der EinfluS von Inhibitorcn der Ethylenbiosyntiiese und von 
Inhibitoren der Ediylenwiikung auf den Wurzelgravitropismus von twisted dwarf- und 
Wildtyp-Keimlingen untersucht. Es wurde der gleiche Versuch wie oben beschrieben 
durchgefiihrt, aUerdings mtt dem Zusatz von Silbemitrat im Arabidopsis-Mediimi, einem 
Inhibitor d^ Eliiylenwirkung. Eine Konzentration von 1 jiM Silbemitrat im Wachstumsmedium 
und 10 ppm Ethylen in der Wachstunaskanmaerfllhrten bei dra Wurzeln der twi^^ 
Mutante verstSikt zu agravitropem Wachstum. Dieser Effckt wurde fOr Wildtyp-PflanzM nicht 
festgestellL Aminoethoxyyinylglycm (AVG), das die endogeue Ethylenbiosynthese bexomt, 
fuhrte in einer Konzentration von 1 dazu, daB nur 12% der Wurzeln von twisted dwarf- 
Mutanten gravitrop wuchsen- Bei diesem Versuch waren unter Kontrollbedingungen (Luft) 
35% dCT Wurzeln von twisted dwarf-Mutanten gravitrop gewachsen. Unter Zusatz von 1 |nM 
AVG zeigten jedoch auch 41% der Wurzeln von Wildtyp-Pflanzra ein agravitropes Wachstum. 
Etfaylen konnte generell fttr den Wurzelgravitropismus von Bedeutung sein, da die Hemmung 
der endogenen Ethylensjmthese auch bei Wildcj^^wurzeln zum agravitropen Verhalten fiflirte. 
Mutanten von twisted dwarf in Arabidopsis thaJiana und anderen Pflanzra konnten zur 
HersteUong von Pflanzen und Pflanzenorganen dienen, die erne veningerte Menge an Ethylen 
produzieren oder akkurnulicren. Diesen Effekt liesse sich gezielt b^ der BeeinfluBung der 
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Frucht-und Samenmfung. sowie der Veriangermg und Kontrolle dcr Bllihphase vorv Ziet- und 
Nutzpflanzen eiusetzen. 

^o^S^mSSir^nn C-terminalen Bereich des Peptids ist erne dreifache 

T .I^ivMi!«T»f4t H«nQn TTiit FKBPs nachsewiesen worden (Callebaut et al., 1992, itoc. isau. 

S^Sis ScS ti^^ fO' Stodium d«r Wirfcang und Signalwerterlettung 

von Immunophilinen entwickein lassen. 

iS^^f ^-J^tioiisstiiiiuU veimLlerL Gegenstand der erfindung smd ^^^^^^^f^ 
S^Sj^en^^ Aiabidopsis thaliana rnit den nachfolgend angf gebenen Nukle^djfolgai 
sowt /SbiSis tbaHana -\iutaaten, die In der angegebenen Nuldeoudabfolge verSndert sind. 
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SfiQIDNO.: 
Alt der Sequenz: 
SequexizlSoge: 

Strangfonn: 

Topologie: 

Alt des Molddils: 

Hericimft 
Orgaoismus: 
Herkunfb 
Merkmale: 

Eigeiischaftea: 



Nukleotid 
3999 Basenpaare 

Eiiizclstiang 
linear 

genomische DNA 



Arabidopsis thaliana, Okotyp Wassilewskija 
genomische Bibliothek im Cosmid-Vektor pOCA ISHyg 
fiitron 

FKBP amliches Protein-Gen twisted dwarf 





1 GTCTAAGAACCOTAAGGAGAAAGAOATTAAGAGGCAGACATTGCTTGACK^ 

5 1 TTGTTGATTATGTTGCA'ICAGTIKSGTTTTAAGTTTAACGA 

101 C AAGAGTTAACGAAGATK3GTAG<:XX^AATCTCTTyrA<^ 

151 TGOQAATCACGAGAGTAAAATTCrrTCAAAT ACATGATATGGATC^ 

201 AACCTTCTTTGGAGCCAGCTTGGCCTCATGTTC^ 

251 CTTCTCAGATTCGTGGCTTCTCCCATCACTGATGCAAAGCTTM 

301 ATATATTGACCATTCTTTTGTCTTGAAGCTCTTAGACTTGTTTGAT^ 

351 AAGATCAAAGAGAGAGGGAATATCTAAAAACTATTCTGCATCGGGTGTAC 

401 GGGAAGTTCATGGTGCATCGACCTTACATC AGAAAGGCGATAAACAATAT 

451 CTTCTAC AGATTCATATCCGAGACTGAAAAGCATAATGGCATTGCGGAGT 

501 TGCTAGAGATTCTTGGAAGTATAATTAATGGTTTTGCTTTGCCTTTAAAA 

551 GAAGAGCACAAGCT^TTCCTTTTGCGAGCCTTGATTCCTCTCCACAA^ 

601 TAAATGTTCATCAGTCTATCACCAACAGCTTT05TATTGCATTGTTC 

651 TTK?rAGAAAAGGACTTCAAGCTCGCTGATACCGTTATTAGAGGTCTTTTA 

701 AAATATTGGCCTGTGACTAACAGCTCAAAGGAAGTTATGTTTCTT 

751 GTTAGAAGAAGTCTTGGAAGCAACTCAAGCCGCTGAGTTTCAAC 

801 TGGT^CATTATCCCGACAAATTGCTCGATGCCTCAACAGTT^ 

851 CAQGTTCGAGTCTTTGACTATCATCACAACTTCATATCTATCTCTCTT^ 

901 TAAAGTCTTGTACCTATATATGAAGTTGTACTTOTTGTTTGTCAGGTTGC 

951 TQAAAGAQCATTGTTTCTATGGAACAACGATCACATAAGAAACCTaAT^ 

1001 CTCAGAACCATAAAGTCATAATGCCTATAGTCrTCCCyWK:TCOT 

1051 AACACGCGTQGACATTGGAACCAAGCAGTTCAAAGTCOXSACTATi^^ 

1101 GAGGAAAGTATTATGCGAGATTGACCAAGTTCTTTTCG^ 

1151 CCAAATTCCAAGTAGAAGAAGTGAATAAAACAGAGGTTAAAGCGAAACGG 

1201 GAAAGGACATGGCyU^CX3GTyrAGAAGATTTAGCTACTTCAA^ 

1251 AACXZ^AACGAGGCAGTACTGGOVICCAAGATTTGTGTCCTOAGTCAAT 

1301 CTACAAGCAGCTCTGAGTCXACAGGGTCOTAGTAGGCTCTCGTAGGTTAC 

1351 TATGTACTTGTAACAAATATTTGTCGTCACTATAGAAATGGTTCTTGAGA 

1401 GACGACTGTATAATTATimyiYrTAAATTATAATCTTTTGGGTCAAAT^ 

1451 GAATATTTGATATTATTTTACTGAATTATAATAAACKSCCGTTAAAACTCT 



Transkrlptionsstart 

1501 C^GTTAGTfrAACGGCTGACTCTGAAGTGAAAACTGaUUUlGTCGAAGGCTCT 



15 51 CTTTATATTTTCAOAATCAAAATCTGAAATTTATCTCPCOGfPCGATCCAC 

16 01 VCTTCGTOAOtrGACTTCGACCACGACGACGAOTCACACTACTCTTaAOCT 

1651 TaTCXTM:fr'KOTAAGTTCACTCTCCTCTTCTCTAAATT<3AC^^ 
1701 TCTTCGT'PTTCTGCTATTATTCACGACCU^C^ 

6 
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1751 QJ^TGGTTO^TAGCTGACrJ^GJ^ATGTTCT^^ 
1801 TOXSAA^TTACTTGTCTGATTTGGTCGATGTTTA^ 
1851 AAGATTCaArrrrTOGaKVSACACrrGCACAT™ 

1901 ,<«.,.,T«COAAAT»MSPAT«"'C'"°°*°"' = ^"*=*"^^^^^ 

2001 a^TATCora^ATO^Gsyivp^^ 

2051 TTTOTrAAWTAAATOSCrA^^iirrATGI^A^ 

2101 CTAAATCATATI^TGAATCTTGGAACAAAGCATGTATACAACJUiATT^ 

2151 TAGACTKUVTAACTCCOKraTCTOI'T^ 

2201 «5CrTOACTAAT<3«TCTTa^rO(3CTCCA<»aCCAAGAGA<K;<J^ 

DQESEIV19 
2251 TAC*OA*CejLAeieeCGa!TGTeCATA.eTeA0CCATCTCAA.CACGGTAAT(S 

T EGSAVVHSEPSQEGNV36 
23 01 TTCCTCCTAAAGTTGA'PAQTGAAOCTGAGGTCTTGGATGAGAAASTCAOT 

PPKVDSEA EVLDEKVS S2 
2351 AAOCAOATTATAAAOOAAOGTCACaOTTCCAAACCATCCAAGTACTCTAC 

KQIIKEGHGSKPSKYST69 
2401 ATGCTTTTCTAASTACCCTrTAGCTTTCTOTTGATTOGATGT^rrrTT 

72 

C P li 

■ 2451 cgatt(x:acttgttg<x:ctattgctactgtttattt<3aa 

2501 GACCAATTTCATATTGGCCATAGTOCACTACAGGGCATGGACCAAAAACT 

H YRAWTKMS81 
2551 CGCAGCACAAATTTOAGOATACATCGCATGAOCAOGAACCTATTGAATTG 

QHKF BDTWHEQQ51EL 97 
2601 OOTCTTacaAAAGGTATGTOSCTGrCGAArAJttTACTCTACaCCTCCATr 

V I. G K . 

2651 TCGTTAaRTaAATClj^TT<SaTAAATTTGATGAGTTAaCTTeT^^ 
2701 TATGAACCCftAaVMGATGGATArrirX^GGAGGAAAAAAGATrGAGrT 
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2751 ATTTTTm?GCTTCAATGCr(^TTA<^::CC^ 
2801 TTTTTrMTAAAAAPlC^TreTGCVlC^ 

2851 CAGAGAAAAAAGAJWCTAGCCGGTTTAGCCATCGGTGTTGCTAGCATGAAa 

EK KSliAGLAIGVASMK 117 
29 01 TCTGGTOAACGVGCGCTTGTGCATGTTGGC^GGGAATTAOCTTAVGGGAA 

SGERAIiVHVGWELAYGK 134 
29 51 AGAAGGAAACTTTTCTTTTCCCAATGTTCCACCTATGGCAGACTTGTTAT 

EGNPSPPNVPPMADLIjY 151 
3001 ATGAGGTGGAAOTTATTGGGTTTGATGAAACAAAGGAGGTAAGTrATTTC 

EVEVXGFDETKE 163 
3 051 CTATACCATCATCTTGTTT^CTTACCAAOACGACTCCACATCCAAGCTT 
3101 TATCCCAACCTCCTTGCTTACX^TCTCTGAC^AGATt^ 

3150 GGAAAAGCTCGCAGTGA*rAVGACT6*rAGAGGAAAGGATTG070CAGCAGA 

G KARSDMTVEERIGAAD 180 
3200 CAOAAOAAAAATGGATGGGAATVCTCTTTTTAAGGAGGAGAAACTGGAGG 

RRKMDGNSLFKEEKLEE 197 
3250 AAGCCATGCAACAGTATGAAATGGrTA TGCATC^TCTCTCrATCrCTA^TCT 

A M Q Q Y E M 204 
3300 CrCTrrCCAACAArrACGG2\2AAAG2OTAGGrTr3^ 
3350 AtSTCTOfCTCGJiGGCTCTTGTGTCTT^ 

3400 rTrGCrGrrrCAGGGCATAGCATACATGGGGGACGATTTTATGTTTCAGC 

AIAYMGDDFMFQIi 217 
3 450 TGTATGGCAAGTACCAGGATATGGCTTTAGCAGTTAAAAACCCATGCCAT 

YGKYQ DMALAVKNPCH 233 
35 00 CTTAACATAGCAGCTTGCCTCATCAAACTAAAACGATACGATGAAGCAAT 

LMIAACL IKLKRYDEAI 250 
3550 VaG*t*CACTGCAACATT GTAAOACTCA TCAAACCA TTCA TTTGAAGAAAAT 

G H C M • I 255 
3600 CATTAAAGTTCATACTCX5GTTT<yrCGAAATC^AAT^ 

3 650 ATCAGGTGTTGACAOAAGAAGAGAAAAACCCAAAAGCACTGTTCAGAAGA 

8 
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3700 oCOXAXC«UU.C<SCAOXOCTXOGXeXGXn.GaXCTCAQCACCTdATOA«T 

K A K A E I, C Q M D . S A R D D F 287 
3750 cCOXXXO«CXCXXXXGTXa!«»Ca?CC1?OXCOXCAXOOCGXTTXaXXOXGXCC 

K K X Q K V X P D D K A 1 K R 3 L 304 
3900 .XCGXOCACTTOCXOXOCXXGXQXXXOCCa^TOTXCCXXXXOCXaXXXCHLX 



R A L A E Q E 



KAI.VQKQK3 320 



3850 ^TOTXCXXXGCXXTXTTCAXXCGGXXXGX^GXXaGTOGTGC^XAGTCXAX 

K D E G G A K S K 337 



GXeCC»»«TTTGOTT6X-PXOTGTTXT6GCAXTGOT*tGTTTCCCTTTTCT 

LIVLWQWFVSLFS354 




MYK6IPKG 

3900 

S L F 

3950 cCCGTXTCTTTCOXCOCCACXGXGTTXXXOCXOXTaiiykTGTXTGXAGXAO 

RiPRRHRVKADStop 

sind am Zedlenraide nummeriert. 

Zum besseren Veistandnis der dieser Erfindtmg zugrundeUcgenden Ausfuhrimgsbeispiele 
1. Klonierongsverfahren 

7nr KloBifiTiine wurden dcr Phageavektor Lambda ZipLox und das daraus abgelcitrte Plasmid 
^ i^S!^,r^ I^^K Pbvs 106: 1241-1255) sowie das Phageimd pBlaescnpt 

Kcoli wurde der Bxpressionsvektor pET3-His (Novagen) verwendet. 

For die Transfonnation von Hefen wurden die Vektoren pASl und PACmaontech 
NfaSiaker 2-Hybrid System) und pRS314 (Sikorski und Hieter, 1989. CSenetics 122. 19-27) 
verwendet. 

Kir die Pflanzenttansformation wurden die Genkonsttuktionen m ^KT^ NoO^^k^ and 
Werr 1996 Mol. Breeding 2: 293-295) und den binaren Vektor pGPTV-Bar (Becker et al., 
1992! Plant'Mol Biol. 20: 1 195-1 197) kloniert, 

Bakterien- und Hefestfinmoe 

Fiit den pBluescript KS (pBS) Vektor, das Plasmid pZL-1 sowie fUr pAS 1, pACT2 und 
SgI^ wm^ deir K coli Stamm DH5a (Hanahan et al., 1983. J. Mol. Biol. 166. 
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557-580) verwendet Die Expression des twisted dwarf Proteins erfolgte im E.coIi-Staiimi B121 
(Stodier and Moffat, 1986,). 

Die 'n^sfonnation der pGPTV-Konstrukte in Arabidopsis-Pflanzen wuide mit Hilfe des 
Agrobacterium tumefactensStziaross GV3i01:pMP90 (Koncz und Schell. 1990, Mol. Grai 
Genet. 204: 383-396) 

Die Transfonnation von 2-HybridkonstniktOT erfolgte in den Hefestamm Y190. 
3. IVansfoimation von Agrobakterium tumefaciens 

Der -feiBfer der in Agrobakterien erfolgte dmch diiekte Transfonnation mit nackter DNA 
nach Hofgen und Willnutzer (1988. Nucl. Acids Res. 16: 9877). Die Plasmid-DNA 
transfonmerter Agrobakterien wurde nach der Metfaode von Bimboim und Doly (1979. NucL 
Acids Res^: 1513-1523) isoliert und nach geeigncter Restriktionsspaltung gelelektrophoretisch 
aufKorrekltieitundOnentieningderinseriertenDNAUberpraft. *^ 



4. Pflanzentransformation 





Mit emer positiven Kbionie wurden 150 ml antibiodkahaltiges YEB-Medinm angeimpft und 2 

bei 28»C geschuttelt. Mit 10-15 ml dieser Vorkultur wurden 500 ml antibiofflStiges 
Y^-Medimn angeinqjft Diese Kultur wurde uber Nacht bei 28''C auf dem Schtltlla intobiert 
undam nachsten Tag 15 min bei 4,000 rpm abzentrifugiert Die sedimentierten Bakterien 
wurden m Infiltrationsmedium aufgenommen. Die Konzentration der Suspension wuide oer 
Trabungsmessung bestimmt und auf eine OD6oo(optischc Dichte) zwischan 0,8 and 1 2 
rangest^L einen Vakmimexikator wurden 400 ml mit Agrobakteriensuspension eefiiUte 
Hasrtik-Becherglas«r gestellL TSpfe mit Arabidopsis-Pflanzen wurden um^ht aif die 
5^^^^^^"*- ^ ^,^I^«'reszenzen der Pflanzen in die Agroblkterifinsuspension 
hmemtauchten.Es wurde em V^um von 10-30 mbar fiir 15 min angelegt und anscUfeBend 
der Vakuumexlkator zugig beluftet. Eine Bakteriensuspension wurdefllr bis zu vier 
aufemanderfolgende Eafiltrationen verwendet Danach wurden die Pflanzen weiter bis zum 
Abreifea do- S«±oten unter Langtagbedingungen (16 Stmden Licht/8 Smnden DunkeDieit) 
gehalten. Die 10 Pflanzen ernes Topfes wurden in zwei Tttten (2 Pools) zu je 5 Pflanzen mm 
Sammehi der Samen eingetiitet. wenn die atesten Schoten der Pflanzen reif waren. Die gut 
^tiwfcnetea Samen fconnten fBr erne Selektion mit BASTA'direkt auf Erde ausgesat wkden 
S?B^« fSj^ w°^' gettennt in groSen Schalen. Das erste Sprtihen dSl^SS' 
mit BAST A -LBsnng ofolgte, wenn die Keimblatter voll entwickek waren. Die Keimlinec 
wurden m den darauffolgenden 6 Tagcn noch 1-2 mal mit BASTA*gespriihtNichrKTA» 
Ke'Sl^^^^ """f" ^ Keimblattstadium aus und entSS^ S Jl^^f J^te^. 

AusfOhrungsbeispiel 1 

ahnlichen twisted dwarf Gens aus T-DNA getaggten Inseitionslinien von 
Arabidopsis thdiana mittels Plasmid-Rescue und IsoUciimg von V^lngen cDN^^md 
genonuschenKlonenausGenbibUothfiken "u-agen cuina ana 

Am tdner mittdsT-pNA transform^ 1991 Plant J 

1:71-82: Forsthoefel et al.. 1992, Aust. J. Plant Physiol. 19: 353-36^ wuSefflierpismM 
Rescue (Schulz et aL, 1995. Plant Mol. BioL Mani^ pp 1-17) eine 200toI^edSSN^ 

ten °if^*^Sit?^p1"^°^xj'" dwarf Lns iio^e^^S^arid^f ^ 
h^^m ^ ° Plasimd-Rescue gewonnenen Plasmiden (Klon pBUB 5^ 

^^9^ PM-vHSS^^ cDNA-WoLk O^SJman et 

Sdi^wT^lSfpiSft M^^^^^^ ^rnisch^n Cosmid-Bibliothek 

^acnuiz et ai., 1995, Plant Mol. Biol. Manual, pp 1-17) eingesetzt. Ca. 200 000 Hone der 
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der1%A-:Seqoenz (Dideoxj^^o^ des twisted dwarf 

^Sdbln KJon aus d^simd-Bibliothek zu isolieren. 

AusfOhrungsbeispiel 2 

Expression von twisted dwarf Peptiden m£.^i«. Reinigung der Protei^e und CSewinnung von 
Antiseren gegen das Protein in Kaninchen 

wurden nut den Ligations. tta^formi^tu^a^P^sio^^^ 

'^'^ ""^SS Pe A das den Bereich von PosiUon U 

Experimenten getestet 
Ausfuhrungsbeispiel 3 

Transformation von mutierten Arabidopsis thalianaJQ^n mit einer KonstruMon zur 
^expression der Kodierregion des twisted dwarf Proteins 

Zor Komplementation von twisted dwarf-Mutanten (twisted dwstffl-l. twisted dwar^ 
S^sted dSrSn-4) wurde das offeae Leserasttr des twisted dwarf-GcM vwi POl aus 

S HsSSSSS'lifiziert und nach BamHI/BgUI Spaltung m die Bamffl-Schnittstelle 
des Vektors pRT-£i NoH kloniert. Der pRT-Sl Not! besitzt vor der BamHI-F^striktionssequenz 

einen CaMV 35S Promotor sowie eine fl-Sequenz aus TaL 
T^slation von verschiedenen Reportergenen in Pflanzen 2-lOfach CThohen kann (Gaihe et al„ 
1989 KSlTloiSll). E^Syadenylierungssignal aus dem Blumeakohlmosa^vir^ 
iSd S SS^'d^Banin-Restrikdons^uenz^Die Sequen^enmg des Mserts z^igte. ^ 
dieSoSSSeddwarf-cDNA-Sequenz keine SequenzverSnderungen aufwies. Die Kassette 

wuide mit dem Restriktionsenzym AscI aus dem pRT-p Nofl »^a^S^P^^!i "^f."!??,,,^ 
aS^^ der tiberhangenden Eaden durch Klenow-Polymerase in die ebenfaUs aufgefoUte 
^S^Si^S des binaren Pflanz«avekt<«s pGPTV-B^ worden 
T^^eraster war zuvor aus dem pGPTV-BAR durcb eine Smal/EcoRI Spaltung deletiMt women. 
^TWoS^vTtSSdwarf-Mutanten anhand ^et V^^^^minfilt^tion von B^^^^ 
SfolgTiSt den binaien Vektoren unter Vetwendung des Agrot^nenstainn^ GV3 101 
OMP90 Transgene Arabidopsis thaliana-Pflanzen wurden wie b^dmeben auf 
e^SdrSL seleldiom^ und phanotypisch analysiert Das Vorhaadensem d^^^ 
Stniktiir der tramfonnierten Konstiukte in den transgenen Pfl.a°z5^^5^« ^^".^^^^^^S^!, 
5Sr^ festgesteUt. Alle mit der Gensequenz des intakten twisted dwarf Gens transformieiten 
MutMitenpflanzen zeigten eine Reversion des Phanotyps zirni Wildtyp. 



11 



Datum 22.02.99 09:20 FAXG3 Nr: 104842 von NVS:FAXG3.22/0022 1506261 3 (Seite 11 von 16) 



22. FEBt 1999 9: 43 MftX-DELgRUECK-LftBORftTORIUM. KOELN NR. 592 S. 12 



-DELBRUEi 

w 




AusfUhmngsbeispiel 4 

Seqoenzanaljrse verschiedener mutiexter twisted dwarf Allele in Arabidopsls thaliana Mutanten 

Weiterc Arabidopsis thaHana-Mutanteo, die den PhSnotyp des twisted dwarf-Mutante aufwiesen 
wurden aus verschiedenen mutagenisieiten Populationeax isoliert Uber eine Kreuzungsanalyse 
tnit der durch T-DNA-Ihsertion generierten Mutanie konnte gezeigt werden, daB die 
verschiedenen mutanten Allele des gleichen Gens darstellen. Uber ein DNA G^lot-Ejcperiment 
konnte fiir zwei der Mutanten ein Resttrifctionsfiragment-LSngenEolymorphisnius (RFLP) gezeigt 
werden. 

Zur genaucrcn Analyse der twisted dwarf-Mutanten wurden PCR-Produkte der nmderten Allele • 
des Gens seqiienziert and mit der Wildtyp-Sequenz verglichen. Die T-DNA Insertion im twisted 
dwarf-Allel 1-1 liegt im funften Exon an Position +14S4. Eine Deletion von 593 Bp von 
Position -122 bis +471 fUhrte in der Mutante twisted dwarfl-3 zum Verlust eines Teils des 
Promotoxs, des Transkriptionsstarts sowie derersten 35 Bp des offenen Leserasters. Die 
VerJoirzung eines EooRl-Fragments von etwa 600 Bp war schon in einem DNA Gelblot- 
Experiment beobachtet worden. Eone Nukleotidinsertion im dcitten Exon an Position +823 \md 
ein Nukleottdaiostausch von Adenin zu Guanin an der Position +829 sind in der Mutante twisted 
dwarfl-4 identifiziert worden. Der Nukleotideinschub venirsacht eine Leserasterverschiebung 
und fiihrt dadurcb zu einem Translationsstop nach 85 AminosSuren. Es ist bei alien twisted 
dwarf-Allelen davon auszugeben, daB es sich um sogenannte NuUallele handelt, die kein 
funktionelles Genprodukt mehr hervorbringen kSnnen, AUe ontersuchten twisted dwarf- 
Mutanten zeigen die gleiche Auspragung des oben beschriebenen twisted dwarf-PhSnotyps. 

Patentansprtir^ 

1. DNA Sequenzen, die die Kodierregion eines FKBP Shnlichen Proteins aus Arabidopsis 
tfaaHana enthalten, daurcb gekennzeidmet, dafl diese DNA-Sequenzen die folgende 
Nukleotidabfolge aufweisen (Seq-ID No.: 1): 

1 GTCTAAGAACCTTAAGC3AGAAAGAGATTAAGAGGCAGACATTGCTTGAGC 
5 1 TTGTTGATTATGTTOCATCAGTTGGTTTTAAGTTTAACGATGOTTC 
101 CAAGAGTTAACGAAGATGGTAGCGGTTAATCTGTTTAGAACTTTTCCTTC 
151 TGCGAATCACGAGAGTAAAATTCTTGAAATACATGATATGGATGATGAAG 
201 AATCTTCTTTGGAGCCAGCTTGGCCTCATGTTCAAGTTGTGTATGAGATT 
251 CTTCTCAGATTCGTGGCTTCTCCCATGACTGATGCAAAGCTTGCC^ 
301 ATATATTGACCATTCTTTTGTCTTGAAGCTCTTAGACTTGTTTGATTCTG 
351 AAGATCAAAGAGAGAGGGAATATCTAAAAACTATTCTGCATCGGGTOTAC 
401 GGGAAGTTCATGGTGCATCGACCTTACATCAGAAAGGCGATAAACAATAT 
451 CTTCTACAGATTCATATCCGAGACTGAAAAGCATAATGGCATTGCGGAGT 
501 TGCTAGAGATTCTTGGAAGTATAATTAATGGTTTTGCTTTGCCOT 
551 GAAGAGCAQJUlGCTCTTCCTTTTGCGAGCCTTGATTCCTCTCCACAAGCC 
601 TAAATGTTCATCAGTCTATCACCJiACAGCTTTCQTATT^^ 
651 TTGTAGAAAAGGACTTCAAGCTCGCTGATACCGTTATTAGAGGTCTTTTA 
701 AAATATTGGCCTGTGACTAACAGCTCAAAGGAAGTTATGTTTCTT^ 
751 GTTAGAAGAAGTCTTGGAAGCAACTCAAGCCGCTCAGTTTCAATO 
801 TGGTTCCATTATCCCGACAAATTCCrrCGATGCCTCAACAGTTCACAOT 
851 CAGGTTCGAGTCTTTGACTATCATCA<:AACTTCATATCTATCTCTCTTto 
901 TAAAGTCTTQTACCTATATATGAAGTTGTACTTTTTGTTTGTC^^ 
951 TGAAAGAGCAO^TTTCTATGGTACAACGATCACATAAGAAACCTGATCA 
1001 CTCAGAACCATAAAGTGATAATGCCTATAGTCTTCCCAGCTCTTGAGAGA 
1051 AACACGCGTGGACAMGGAACCAAGCAGTTCAAAGTCTGACTATAAACX5T 
1101 GAGGAAAGTATTATGCGAGATTGACCAAGTTCTTTTCGACGAGTGTTTAG 
1151 CCAAATTCCAAGTAGAAGAAGTGAATAAAACAGAGGTTAAAGCGAAACGG 
1201 GAAAGGACATGGCAACGGTTAGAAGATTTAGCTACTTCAAAGAC^ 
1251 AACCAACGAGGGAGTACTGGTTCCAAGATTTGTGTCOTCAGTC^ 
1301 CTACAAGCAGCTCTGAGTCGACAGGGTCGTAGTAGGCTCITOT^ 
1351 TATGTACTTGTAAC AAATATITOTGGTCACTATAGAAATOGTTCTT^ 

12 
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1501 CGTTA6TTi^CGCCTGACTCTGAAGTGAAAACTGIUUUlCTCGAAG<«JTCT 
1551 cTTTATXTTTTC*OAATCAAAATCTOAiUlTTTATC»CTCGGTC=I.TCCAG 
01 TCT-rCOTOACTGACTTCGACOACGACGACGAOTCACACTACTCTTGXGCT 

,CtCMBKai!CGTAAGTTCACTCTCCTCTTCTCTAAATTGACM^ 

1751 GAAAa^3GTTCAAGTAGC«acrTCGACTArGTTCrr 
1801 TTGAATCTTACTTaTCTGATTTaaTCaATGTTT^ 

1851 JUiGATTCAATTTTTG<ViTTekCACTTGCACATTTTTATTCA6Ml<:^^ 

TGA-PTTGGGAAATAATCGAUGJlATCTC'rOOAOCATCAAACTCAAACACAT 



16 
1651 
1701 




S L E H Q T Q T H 12 



1901 

1 M D E 

1951 aOTAAGTAAATTTTCATAGATTTAATCTC'rCTBAATACATATATATaACT 

2001 TCAATAraTTTGATTOGAGrTTTrrrGT^ 

2051 TTTOTTAAAGGATAAATGTCTATCAAATTAVGTTGACTGCeTTA'rTCTTT 
2101 CTAAAO^lTArTGreAArCrTCMiAACaAAGCATOMM 
2151 TAGaCTTAATAACTCCTTTICrGrrroa^AACSy^ 

2201 <^GrTOACTAATGCATCTTTTGTt5GCrCCAeACCAAOA<SAaCOaAATAOT 

13QBSBIV19 
22 51 TACTOAAOOAAOTOCCOTTOTGCAT AOTOAOCCATeTCAAOAGaGTAATG 
TBGSAVVHSEPSQEGHV36 
TSCCTCCTAAAOTTOATAOTaAAGCTGAGGTCTTOGATOAGAAAGTCAOT 




DSBAEVLDEKVS 52 



2301 

P P K V 

23 51 AAOCAOA-TTATAAAGOAAGGTCACGGT^CCAAACCATCCAAGTACTCTAC 

KQ II K E.GHGSKPSKYST69 
2401 ATQCTTTTGTAAGTACCCTTTAGCTTTCTGTrGATTGGarCirrCArrrTr 

72 

C P L 

2451 CXSATTaCACT^TTOGCCTATTaCTACTBTTTATTTGAA^^ 
2501 CJACCAATTrCArATTGGCCATAGTGCACTACAGGOCATGGACCAAAAACT 

HYRAWTKN S81 
13 
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25 51 CGCAGCACAAATTTGAGGATACATGOCATGAGCAOCAACCTATTGAATTG 

QHKFBDTWHEQQPIEI, 97 
2601 GTTCTTGGAAAAC^TATOTOOCTOTCGAATATGTACTCTA^ 

V L G K 101 
2651 TCGTraGA2V3AArCGTCAm3C5rAAA2*^^ 
. 2701 TATGAACCCAATGAGATG<^TATTTGCk:ViGGAAAAAA<^ 

2751 A2TO^^^TTOCT^CAA2^c^^^c;Aw^ 

2801 TTTTTTTATAAAAAAGATTOTGCACTAAGAGTGAAATGTTGTCTGTC^G^ 

28 51 CAGAGAAAAAAGAACTAGCCCGTMAGCCAVCGO'PGTTGC'PAGCA^PGAAG 

EK KELAGLAIGVASMK 117 

29 01 TCTGGTGAACGTGCGCTTGTGCATGTTGGCTGGGAATTAGCTTATGGGAA 

SGERALVHVGWELAYGK 134 
23 51 ACAACGAAACTTTTCTTTTCCCAATGTTCCACCTATGGCAGACTTGTTA'r 

EGNFSFPNVPPMAD LL Y ISl 
3001 ATGAGGTGCAACT*A1?l»GGGTTTGATGAAACAAA0GA<SGrAAC?TTATrTC 
EVEVIGFDETKE 163 

3051 ctatacx:atcatcttgtttccttaccaa<^cgact<xa 

3101 tatcccaacctccttgcttacctctctgacttagatcatgtat^ 

3150 ggaaaagct'cgcag*gatat'gactgtagaggaaaggattggtgcaacaga 

GKARSDM TVEERIGAAD 180 
3200 CAGAAGAAAAATOOATOOOAATTCTCTfTTTTAAGGAGGAGAAACTGGAGC 

RRKMDGNS LPKEEKtiEE 197 
3250 ^OCCIkTGCJi^QAGVMOAAJLTGGTTATGCATCTCTCTCTATCTCTATCT 

A M Q Q Y E M 204 
3300 CTCTTTCCAACJUITTACGGTCAAAGTTTAGGTTTT^ 
33 50 AGTCTOCTCGAGGCTCiTTOrGrCT^^ 

3400 TTrGCrGrTrCAGGCCATAGCATACATOQOGGACGATl'TTATGTTTCACC 

AIAYMGDDFMPQI, 217 
3450 TGTATGGGAAGTACCAGGATArGCCTTTAGCAGTTAAAAACCCATGCCAT 

14 
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VGKYQDMALAVKNPCH 233 
3500 CTa^AAC^xaC^aCTTCCCTCXTCAAXCrrAAAACOATACOATOAAOCAAT 

K X A A C I. X K I. K R V D B A I 250 

3550 TCGTCACTGClU.CAT*(5TAAGACr«TCAAACCATTC:ArrTG;UGA;i^ 

255 

G H C N I 
3600 CArrAAACT^^»CaC«»™«: 

3650 ArCAOOTOTT<»ACAOiULOAXOJU=AAAAACCCAAAACCXCTCTTCAGAAGX 

V L TEEEKNPKA LFRR 270 
3700 GGGAAAOCAAAGGCAOXGC^AaGACAGATGGXCTCACCACGTGATGXn.,T 

a K A K A E 0 Q M D S A K D D F 287 

3750 CCGAXXGGCACAAAAGTA1?0CTCCTGXC0XCXXGGCCXTTXGXXGXGXGC 

R K A Q K V A P D D K A I R R E I. 304 
3900 TXCGXGCACTTGCAGAOCXXGXaXXAOCCTTGTXCCXXXXGCXCAXAGXX 

H A L A E Q E K A I, Y Q K Q K E 320 
3850 Aa.G,ACAAAGOAATA»»CAXAGGGXAXGXTGXXGOTGC*OCTX*GTCAAX 

M Y K G I P K G K r> E G G A K S K 337 
3900 8XGCCTTTTTTGGTTGX*AG*G.*A»G6CAATGGTT-rGTTTCCCn.TTTCT 

SI.FWLIVLWQW FVSLF S3S4 
3950 cbcaTXTCTTTCOXCGCCXCXGXOTTXXXOCXGXTSAATaTXTOXXGXXG 

h^riS^ imd fur ein FKBP Mhnlichcs Protein kodicren. 

7 TransformiertB Pflanzenzenen und aus diesen legeneriote tiansgene Pflanzen enthaltend 
DnI^^^ ^^^ch 1 Oder 2, Oder Teflen davon oder Denvaten, die duich 
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Insertion, Deletion Oder Substitution von diesen Sequenzen abgeleitet sind, wobei diese 
Sequenz als Bestandtcil cines rekombinanten DNA-Molekills in die Pflanzenzellen eingefiihrt 
wurde, 

8. Verwcndung von DNA-Sequenzen gemafi Anspruch 1 oder 2, oder Teilen davon Oder 
Derivalen, die dunch Insertion, Deletion oder Substitution von diesen Sequenzen abgeleitet sind 
zur Eiofilhrung in pro-oder eukaryontische Zellea, wobei diese sequenzen gegebenmfalls mit 
stcuerelementen, die die Transcription und Translation in den Zellen gewS&leisten, verknupft 
sind und zur Esipression einer translatierbaren mRNA fin: ein FKBP ahnliches Protein fiihren. 

9. Verwendung von DNA-Sequenzen gemSB Anspruch 1 oder 2, oder Teilen davon oder 
Derivaten, die durch Insertion, Deletion oder Substitution von diesen Sequenzen abgeleitet sind, 
zur homologen Rekombination oder zur Ejqjression einer nicht translatierbaren RNA, die 
mittels ,,anti-sense"-Effekts, eine Kosupiession oder einer Ribozymaktivitat die Synthese eines 
oder mehrercr endogener FKBP Shnlicher Gene in den ZeUen veriunderL 

10. Venvendung von DNA-Sequenzen gemafi Anspruch 1 oder 2, oder Teilen davon oder 
Derivaten, die durch Insertion, Deletion oder Substitution von diesen Sequenzen abgeleitet sind, 
zur Veranderung der Reaktion von Pflanzen auf Brassinosteroide und ihier Vorstufen und 
Derivate und ihrer Signalweiterleitung und Rezeption. 

11. Verwendung von DNA-Sequenzen gemafi Anspruch 1 oder 2, oder Teilen davon oder 
D^vaten, die durch IhsertiorL, Deletion oder Substitution von diesen Sequenzen abgeleitet sind. 

^^^P zur Vorandcrung der Ethylen induzierten gravitropen Reaktionen von Pflanzenwurzeln oder der 
^Bl^ durch Ethylen vermittelten Signalweiterleitung gravitroper leize. 

12- Verwendung von DNA-Sequenzen gemSB Anspruch 1 oder 2, oder Teilen davon oder 
Derivaten, die durch Insertion, Deletion oder Substitution von diesen Sequenzen abgeleitet sind, 
zui VerMnderung des Streckungswachstums von Pflanzen und ihrer Wachstumsorientierung zur 
VerSnderong der Pflanzenarchitektur. 



Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft DNA-Sequenzen aus Arabidopsis tfaaliana, die die 
Kodierregion eines FKBP-ShnHchen (EK506 hindmdes Erotein) Gens (twisted dwarf) enthalt, 
deren Alctivitat in eineni pfLanzlichen Genom die Verandening der Gesamtarchitektar der 
Pflanze duich Veningeiung des Zellwachstums, Desorientierung des Wachstums aller 
aberirdischen wle unteriidischen Organe, Veningerung des Verzweigungsgrads des SproSes, 
Vea^deningen in der Reaktion auf Brassinosteroide und deren Vorstufen und Derivate und die 
Verandening der Reaktion der Wurzel auf gravitrope Reize durch die Verandening von 
Ethylenproduktion und Ethylen induzierte Signalweiterleitung zur Polge hat, Pl^mide, Hefen 
tmd Bakterien enthaltend diese DNA-Sequenz, sowie Mutanten iu Arabidopsis thaTiATifl in 
denen die twisted dwarf DNA-Sequenz entweder durch T-DNA Insertion Oder durch Deletion 
Oder InsMtion verschieden groBer DNA-Bereiche verSndert wuixie und die erwahnten 
Veranderungen aufweisen. Des weiteren betrifft die Erfindung transgene Pflanzen, bei denen 
mutierte DNA-Sequenzen der angegebenen Gensequenz durch Einfiihning intakter Genkopien 
phtootypisch zum Wildtyp restauriert wuiden. Weiterhin betrifft die Erfindung die Nutzung der 
beschriebenen Gensequenz des twisted dwarf-Gens zur Identifizierung verwandter FKBP 
ahnhcher Gene aus anderen dikotylen und monokotylen Pflanzen durch HyfacLdisierung mit 
mednger Stiingenz oder duich PGR TecimiJken, sowie die Nutzung des twisted dwarf Gens 
und seiner Mutanten als pflanzliches Testsystem zum Studium von immunsuppressiven 
Substanzen (besonders FK506 (Tacrolimus), Rapamycin, CyclosporinA und weiterer 
Substanzen mit ahnlic^ Wirkung), ihrer Wirkung, sowie Prozessen der Signalvermittlun*' der 
Wirknng von Immunsuppressiva, 
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